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On the Products of Partial Hydrolysis 
of the Silkfibroin. 


By Hisashi ArryAma. 
(Received June 14th, 1925) 


In 1923 W. S. Ssadikow and N. D. Zelinsky (Biochem. Zeitschr., 186. 241; 
143, 504; 147. 30) reported on a new method for hydrolysing the protein. Their 
method consists in the following two principal processes: (1) hydrolysis of the 
proteins by heating them with 19% HCl in autoclave at high temperature for 
several hours (2) successive extraction of resulting products with organic solvents. 
By this method they obtained .from goose feather and Horse huir various kinds of 
anhydride cf amino acids. The writer applied this method to the silkfibroin, slightly 
modifying the conditions, and isolated as the decomposition prcducts four kinds of 
anhydride, in which glycine, alanine and tyrosine were the constituents respectively. 
Hydrolysis of the silkfibroin :- 

1 kg silkfibroin was heated with 8 times its weight of 0.594 HCl in autoclave for 
8.5 hours at 170°C. After filtered from the volminous undissolved matter (300¢. 
in dry state), the solution was neutralized with dilute NaOH and was concentrated 
to one-tenth of the original volume below 40°C. 

Isolation of the anhydrides:— 

‘Crystal A (2 tyrosine+ 2 glycine+ 1 alanine anhydride) : 

This separated as crystalline plates during the operation of concentrating the 
‘neutralized solution. Decolorized and recrystallized several times from hot water, 
it erystallized in heavy transparlent platesym. p. 255-258°C (incorr). It is almost 
insoluble in ordinary organic solvents, but is soluble in water and glacial acetic 
- acid when warmed and gives Millon’s-and picric acid reactions (anhydride reaction), 


but biuret-and ninhydrin reactions are absent. 
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Complete hydrolysis of this compound gave tyrosine and the mixture of glycine 
and alanine. From these results, as well as from the results of elementary analysis, 
Crystal A tnay be regarded as an anhydride consisted of 2 mol. tyrosine+ 2 mol. 
glycine+ 1 mol. alanine. 

Crystal B (glycyl-Ityrosine anhydride) : 

The concentrated solution, after being filtered from Crystal A, was extracted 
with acetic ether in Dakin’s extration apparatus for 35 hours. From this extract 
Crystal B was obtained as fine white needles, m. p. 267-275°C (incorr.), and 
{a}? = + 100.2° in ammoniacal solution. It is insoluble in ether and CHCL, soluble 
in warm alcohol and water and easily soluble in dilute NH,OH and _ glacial acetic 
acid in the cold. As regards its color reactions, Crystal B hehayes just analogously 
to Crystal A. 

On evaporating the mother liquor of the recrystallization of crystal B, a further 
crop of white needles was obtained which may be called here Crystal C. From the 
results of elementary analysis aud various properties, Crystal C may be regarded as 
almost identical with Crystal B, except that it shows a little difference in its melting 
point, ie. 282-285°C (incorr). 

Crystal D (glycyl-alanine anhydride) : 

When the filtrate of Crystal B was evaporated down in vacuo, yellowish solid 
substance separated out which was taken in warm acetic ether. On cooling the 
acetic ether solution, Crystal D separated out as transparent heavy crystals, m. p. 
242-243°C (incorr) and [¢}!?=+5.7° in aqueous solution. It is soluble in water 
and glacial acetic acid, but rather difflcultly in alcohol, methylalcohol and ether. It 
gives strong picric acid reaction while ninhydrin-and Millon’s reactions, are absent. 
Cryoscopic measurement in Water gave the molecular weight of 13I (theory 128). 

By the hydrolysis, Crystal D gave glycine and alanine. 

Crystal E (glycyl-d-alanine anhydride): This was obtained from the filtrate of 
Crystal D and recrystallized from warm methyl alcohol in very fine white needles, 
m. p. 245-247°C (ingorr.) and [a] = —3.8 in aqueous solution. In the solubility 
and color reactions Crystal E is almost analogous to Crystal D and also the results 
of elementary analysis stand close to that of Crystal D. The complete hydrolysis of 
Crystal E gave glycine and alanine. Measusement of its molecular weight gave 
close value to that af Crystal D, i. e. M=134 (Crystal D. 181). 


While on the various points, as above mentioned, these two crystals are almost 
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analogous, they differs as to the crystall form and rotatory power each other, and 
these differences may be due to the degree of racemization of these compounds during 
operations. 

- OF these four kinds of anhydride, Crystal B (C) (glycyl-Ityrosine anhydride) 
and Crystal E (glycyl-d-alanine anhydride) are identical with those preyiouly 
obtained from the silkfibroin by F. Fischer and E. Abderhalden while as to the 
isolation of the other two anhydrides, Crystal A (2 tyrosine+ 2 glycine+ 1 alanine 
anhydride) and Crystal I (dextro rotatory glycyl-alanine anhydride) it seems that 
nothing has been reported up to present. 


Studies on Proteins. (IT). 
By Kinsuke Konpo. 


(Contribution No. 3. from the Laboratory of Nutritional Chemistry, Department 
of Agriculture, Kyoto Imp. University) (Received July Ist, 1925) 


A. It has been shown by surveying the beautifull works of S. P- L. Sdrensen 
and J. Loeb that the Donnan theory has been of great importance in the develope- 
ment of the theoretical chemistry of proteins. Viewed in the light of the activity 
theory, the facts are in reality very littl altered. The electric potential difference 
Ey, is mearly determined here by 
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where a’ and a’ represent the activity in a state of equilibrium of one of the mono- 
valent diffusible ions on the one side and on the other side of the membrane. And 
if we take sodium chloride as the only diffusible electrolyte, Donnan’s simple equation 
Cwa-C/or = O/xaC//er 
is altered accordingly to 
PIE gma Ut UP ed Re ERTL Lee Go 

B. The methods and apparatus serving for determining the membrane potential 
of casein chloride solution are described in detail. The measurement of the mem- 
brane potential is effected by means of the following element : ) 

Hg, HgCl, 0.1n KCl | 3.5n KCI | Prot. sol. | Membrane || outer liquid | 3.5n KCI | 0.In KCl, HgCl, Hg. 

where the protein solution contains, in addition to the protein, also the diffusible 
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ions with activities associated with the corresponding activities in the outer liquid 
by means of equations such as (1) and (2). 

C. In this sectionare set forth several experiments intended to show how rati- 
onal and constant the osmotic pressures of casein chloride and sodium caseinate 
solution are measured by means of the method .worked out chiefly by J. A. Christi- 
ansen (sec Studies on Proteins, S. P. I. Sérensen, Comptes-Rendus du Laboratorie 
Carlsberg, 12) Here also the activity of hydogen ions was measured in the inner 
and onter liquid a after the experiment. 

D. The experimental results shew that both osmotic pressure and membrane 
potential of the casein chloride solution decrease with increasing aciivity of hydr gen 
ions. The cause, or at any rate the main reason, of the ascent of the osmotic pres- 
sure and membrane potential is sought in the two fold action of the hydrochloric 
acid, an ionising effect proceeding from the hydrogen ion, and a salting out effect 
proceeding from the chlorine ion, which has altogether a specific effect on casein. 

(June 25, 1925) 


Photoaktivierung von Vitamin A, Cholesterol, 
von Fetten und anderen Substanzen durch 


Ultraviolettstrahilen. 


Von 
S. HAMANO. 


(Aus demr biochemischen Laboratorium des Instituts fiir physikalische 
und chemische Forschung zu Tokio.) (Received July Ist, 1925) 


Vor zwei Jahren hat K. Takahashi‘? zum ersten Male beobachtet, das3 das von 
ihm dargestellte, “Biosterin” (gereinigtes Vitamin—A Priiparat) in vollkommener 
Dunkelheit auf photographische Platten wirkt, Gleich darauf hat der Verfasser 
gemainsam mit ibm gefunden, dass diese Lichtwirkung durch Bestrahlung mit Ult- 
raviolottstrahlen bedeutend verstirkt wird. Ferner wurde festgestellt, dass Cholesterol, 


Olivenoel u. s. w., welche urspriinglich nur schwache oder kaum merkbare Wirkung 


C1) Journ. Chem. Soc. Japan, Vol. 44, 59; Journ. of the Institute of Physical and Chem. Research 
Vol. IIT, No. 6 (Dec. 1924), 693-761. 


Photoactivierung von Vitamime A. 145 


haben, durch Bestrahlung stark aktiviert werden, wilhrend andere Substanzen wie 
Stiirke, Zucker, Aminosiuren u. s. w. nicht solche Eigenschaften zeigen. 

Dieser morkwiirdige Befund wurde Ende Dezember 1924 yon Takahashi in dex 
Japanischen Agrikultur-chemischen Gesellschaft vorgetragen. Leider ist er sar: 
nachher gestorben, sodass der Verfasser das Studium weiter fortgesetzt hat, um ‘digs: 
Versuche zu erweitern und zu vervollstiindigen. 2 fi 

Es ist eine wohlbekannte Tatsache, dass die Ultrastrahlen auf die Emnihrap 


der Tiere, besonders auf die Heilung von Rachitis grossen Einfluss hat. In. neyester 
SUPT 


Zeit ist sogar eine interesante’ Beobachtung von Steenbock, Hess und Rosenheim u. 
2 . . is Ppa aye 
A® mii.--cilt, dass rachitische Ratten nicht unr durch direkte Ultrastrahlen, son- 


$e ets gs 
dern auch durch blosses Zusammenbringen mit den ultrabestrahlten Baten in einent 


Kafig von der Krankheit geheilt werden. Ferner wurde berichtet, dass Cholesterol 
durch Bestraliliung die antirachitische Wirkung entfaltet. - Das kiinstliche Vattergo- 
miscu soll nach den oben genannten Autoren dureh Bestrahlung gegen’ Redhitis 


wirksam werdeu. 


Takahashi hat schon darauf heals sam gemacht, dass die eigentliche Wii! 


des “Biosterins” au! ‘ticre mit der Photoaktivitét beinahe parallel geht. Geht,,ic 
Vitaminwirkung des Biosterins verloren, so hort die. Photoaktivitit ebensd,,91'. : 
Er nahm deshalb an, dass entweder irgend eine unbestiindige auf die photozraphiie!s 2 
Platte hochwirksame Substanz (Gase?) stets aus Biosterin ausgestrahlt witd, oder 
die labile Atomgrupp2 in Biostcrin die umgebende Luft aktiviert. Cholesterol, Fei 

und andere Substanzen sollen durch Bestrahlung eine unbestindizge Atomgrupie a 
ihrem Molekil bilden, welche direkt oder indirekt auf die photographische Platten 
wirken und gleichzeitig die antirachitische Eigenschaften entfulten. Wenigstens Stich 
die antirachtische Wirkung und Photoaktivitit in innigem Zusammenhang.. De: 
Verfasser wird aber gegenwirtig auf solche Hypothese nicht eingehen, sondern nur 


die experimentallen Tatsachen mitteilen. 


Experimentaller Teil. 


Als Quelle der Ulltraviolettstrahlen wurde, auf freundlichen Vorschlag von 
Prof. H. Nagaoka, dessen Quecksilberlampe (Ordinary pressure mercury lamp), die 


(2) Steenbock and Daniels (1925) J. Amer. Med. Ass. No. 15 Vol. 84, 1093. 
Hess and Weinstock (1925) Jour. Biol. Chem. 63, 303. 
Vergl. Literaturangaben am Schluss der Arbeit. 
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kirzlich von ihm in diesem Institut konstruiert wurde, angewandt. Diese Lampe 
(Fig. 8) besteht aus einem U-férmig gebogenen durchsichtigen Quarz rolir, welches 
an seinen beiden Enden wieder aufwiirts gebogen ist. Das Leuchtrohr stellt cinen 
schmalen Kanal dar. Die kugelférmigen Reservoirs an beiden Enden sind rit dem 
Leuchtrohr durch <feine Kapillare von etwa 40 cm. Linge verbunden. . Man fiillé 
das Rohr mit Quecksilber, leitet einen elektrischen Strom von 1 Ampere und 500 
Volt und erhitzt vorsichtig des Leuchtrohr mittels eines Breuners. Es entsteht 
dadurch Quecksilberdampf im Leuchtrohr, die Entladung findet statr, und es ent- 
stehen die ultravioletten Strahlen. Die Lange des Lichtbogens ist 4 cm. Man kann 
diese Lampe 20-40 Stunden lang kontinuierlich in Betrieb erhalten. 


Versuche mit Cholesterol. 


Za diesem Zweck wurden 2g sorgfaltig gereinigies und yuirocknetes Choleste- 
‘vol in ein Quarzrohr von 15cm Lange und 1.52m. Durchmesser gebracht, mit Kork 
verstopft, mit Dehkotinsky’schem Cement abgedichtet und in einer Entfernung von 
20cm von der Lichtguelle 24 Stunden ununterbrochen bestrahlt. Man bringt 
darauf 1g. deselben in eine Glasschale (d=3cm; h=1.6em) und bedeckt sie mit 
einer pohtographischen Platte (Lion Express, Ortho) Die Exutfernung der Platet 
von der Substanz betrug etwa Icm. Man belisst die Glasschale in absolut dunklem 
Raum 24 Stunden. Dann wurde die Platte herausgenommen und das Negativ in 
gewohnlicher Weise entwickelt. Zur Kontrolle wurde das Cholesterol ohne vorherige 
Bestrahlung genau so behandelt. Der Unterschied zwischen beiden Bildern ist aus 
Fig. 3-5 ersichtlich. 

Auf diese Weise wurden noch verschiedene andere Substanzen gepriift. Das 
Resultat war folgendes : 

1. Cholesterol, Lebertran, Olivenél, Olsiure und deren Calciumasalz, Zimmitsiure, 
Abietinsiure, Kampher, Borneol, Menthol, Balsam, etc. verhielten sich genau 
so wie Cholesterol wie man aus Fig. 1-4 sicht. 

2. Wurde das Quarzrohr in oben erwahnten WVersuchen entweder evacuiert oder 
mit Wasserstoff gefiillt, so war die Wirkung auf die photographische Platte 
viel schwiicher als in den Experimenten, in denen das Quarzrohr mit Luft 
oder mit Sauerstoff gefillt war. (Fig. 5). Die Feuchtigkeit hat in diesem 
Versuche keinen merkbaren Einfluss gezeigt. 

3. Lasst man das photoaktivierte Cholesterol in dunklem Raum stelien, so geht 
die Aktivitét allmablich verloren. So war es noch nach 26 Stunden aktiv, 
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aber nach 98 Stunden war es vdllig inaktiv. (Fig. 6). 

4. Wenn man gewdhnliches Glasrohr an Stelle des Quarzrohrs gebraucht, so ist 
die Aktivitiit viel schwiicher, was vielleicht durch Absorption der ultravio- 
letten Strahlen durch Glas verursacht wird. (Fig. 7). 

5. Traubenzucker, Rohrzucker, Stirke, gesittigte Fettsiuren Bernsteinsiure, Kork- 
sire, Aminosiuren, Salicylsiiure, Anthracen, Naphthalin, Cetylalkohol, etc. 


hatten selbst nach Bestrahlung keine Photowirkung. 
Literatur : 


Steenbock and Daniels (1925) Jour. Amer. Med. Assoc. No. 15, Vol. 84, 1093. 
Hess and Weinstock (1925) Jour. Biol. Chem. 63, 305. 

Rosenheim and Webster (1925) Lancet No. 20, Vol. L, 1025. 

Steenbock and Black (1924) Jour. Biol. Chem. 61, 405. 

Nelson and Steenbock (1955) Jour. Biol. Chem. 62, 575. ‘ 
An dieser Stelle spreche ich Herrn Prof. Dr. H. Nagaoka, Dr. R. Asada, Dr. 
T. Machida wud Herrn Prof. Dr. U. Suzuki meinen aufrichtigen Dank fiir die 


freundlichen Ratschlige aus. 
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On Vitamine C in Satsuma Orange (Oonshiu Mikan). 


Y. IWASAKI. 


CReceived July Ist, 1925) 


The author found that vitamine C content in the juice of the flesh of Satsuma 
orange was conciderably rich. The method used for the experimental scurvy was 
applied to the same one which the author desoribed in previous paper (Y. Iwasaki: 
J. Agr. Chem. Scc. Japan. I; 80, 1925). 

When 7c.c. of the juice were added every day to the fodder of the animals, 
this quantity could completely cure the animal scurvy in 50 days, but 5c.c. of the 
juice could not cure entirely, and the animals had still very slight symptoms of 
scurvy at 50 days after the juice had been added. In the case of 3c.c., the animals 
had more signs of the disease than those to which 5c.c. were given. And one ani- 
mal died after 30 days. The animals which had been given 1.5c.c. every day could 
not keep their lives and all died before 50 days. The autopsies showed many 


scurvy symptoms. 
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So it can be said that daily minimum doze of 4-5e.c. of the juice of the 


Satsuma orange is sufficent to cure scurvy of guinea-z ig. 


Pri la kristalformado de mietlo. 


de 


S. Sawamura kaj R. Sasaki. 
CPReceived June 10th, 1925) 


Kristalformigo de mielo estas akcelata nek de la Geesto de aero, nek simple de 
malalta temperaturo, sed i facile okazas en manko de aero, se ni aldonas kelke da 
giaj kristalojn al mielo, kaj kontratie neniom da kris‘aloj estas aldonata, mielo restas 
tute diafana dum longa tempo, e¢ en la écesto de aero. La katizo de kristalformigo 
estas sekvanta : 

Mielo, sin algluanta sur la muro de ujo, elsekigas, kaj tiel tie ekformigas kelke 
da kristaloj. Kiam jam ekformigas iom kristalajoj, tiam ili kondukas la tuton al la 
kris‘aligo, €ar mielo estas supersaturigita per sukero. Tial por molhelpi kristalfor- 
migon, unue mielo devas esti varmigata al 40°C, por ke la kristaloj jam ekzistantaj, 
sin dissolvu, kaj due oni devas tute plene enmeti la miclon en la ujou, por ke gi 
ne havu la okazon kristalformigi per sekigado ‘sur la muro de la ujo, kaj laste gi 


devas tre bone enstopata. 


Uber das Vorkommen von Methylmercaptan 
im frischer Raphanus Waurzel 


(Daikon, Raphanus Sativus L.) 
Von 
Nobuzo NAKAMURA. 


(Aus dem Agrikulturclemischen Institut der Universitit Tokio.) 
(Received July 2nd, 1925) 


Dass durch Fiiulnis des Eiweisskérpers Methylmercaptan gebildet wird, ist cine 


altbekanute Tatsache. Das Vorkommen desselben in frischfom Pflanzengewebe ist 
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aber bis. jetzt von niemandem bewiesen. Wenn man frische Raphanuswurzel fein 
zerreibt und, wie es bei uns Sitte ist, den Brei derselben (Daikonoroshi) bereitet, 
so entwickelt sich ein eigentiimlicher Geruch. 

Nianert man Bleiacetatpapier, so bildet sich darauf in kurzer Zeit ein gelblich 
brauner metallgliinzender Film. 

Wird der Brei in einem Rundkolben vorsichtig erwiirmt und unter langsamer 
Luftleitung bei vermindertem Druck distilliert, und der entwickelte Dampf in 
Aethylalkohol eingeleitct, so wird die fliichtige Substanz vom Alkohol aufgencmmen. 
Diese Léisung riecht stark nach dem ursprunglichen Brei und gibt folgende Reak- 
tionen : 

1.) Mit alkalischer Nitroprussidnatriumlésung gibt sic Violettfiirbung, die durch 
Zusatz von Sduren verschwindet und durch Alkali wieder zum Vorschein 
kommt. 

2.) Mit wisseriger Quecksilbercyanidlésung gibt sie weisse Fillung. 

3.) Mit Bleiacetat entsteht gelbe Fallung. 

4.) Mit Quecksilberchlorid entsteht eine weisse Fallung. 


Diese Reaktionen lassen das Vorhandensein von Methylmercaptan leicht erken- 
nen. Um es als charakteristische Quetksilberverbindyng zu isolieren, hat der Ver- 
fasser mit grdsserer Breimenge gearbeitet. Zu diesem Zweck wurde der Brei in 
einem grosseu Rundkolben mit Oxalsiure angesiiuert und das Gauze unter langsaimer 
Luftleitung bei vermindertem Druck der Distillation unterworfen. Das Distillat 
wurde in eine dreiprocentige wisserige Quecksilbercyanidlésung eingeleitet. (Der 
Zusatz von Oxalsiure hat den Zweck, die Austreibung des Mercaptans zu beschleu- 
nigen. Siehe; Frinkel, Praktikum der medizinischen Chemie). 

Der dabei entstandene weisslich gelbe Niederschlag wurde abgesaugt und im 
Exsiccator iiber Chlorcalcium getrocknet. Wird diese Substanz mit viel Aceton beiss 
extrahiert, so geht ein Teil in Lésung und nach dem Erkalten scheiden sich perl- 
mutterglinzende weisse Krystalle von Quecksilbermercaptan aus. Der in <Aceton 
unlésliche gelbe Riickstand lést sich in den gewohnlichen Lisungsmittela wie Alkohol, 
Methylalkohol, Ligroin, Aether, Eisessig, Benzol und Toluol nicht, sodass der Ver- 
fasser kein geeignettes Mittel finden konnte, um ihn zu reinigen. Es wurde nur 
bestiitigt, dass darin Kohlenstoff, Wasserstoff und Schwefel enthalten sind. 

Die mit -Aceton extrahierten Krystalle sind in Alkohol und Aether sehr wenig, 


in Aceton, Chloroform und Essigester etwas leichter lislich. In Wasser, Methylal- 
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kohol, Benzol, Ligroin und Toluol sind sie unléslich. Sie enthalten weder Stick- 
stoff noch Halogen. Wenn sie mit ritullischem Natriim gegliiht und der Riick- 
stand in Wasser gelést wird, so gibi: die Lésung mit Nitroprussiduatrium schéne 
rote Earbung oder mit Bleiacetat und Essigsiure eine schwarze Fillung. Damit ist 
die Anwesenheit des Schwefels uiachgewiesen. Im Kapillarrohr erhitzt, wird die 
Substanz gegen 150° allmihlich braun und zersetzt sich bei 172° (uncorr.) Nach 
Literaturangabe ist der Schmelzpunkt von (CH;S),Hg 175° und von (C,H;S).Hg 
869°. . . 

Wird dicse Substanz mit konzentrierter Salzsiure erwarmt und das dadurch 
freiwerdende Gas in Alkohol eingeleitet, so wird es vollstindig vom Alkohol aufge- 
nommen. Diese Lésung riccht stark nach Mercaptan und gibt folgende Reaktionen : 

1.) Mit Nitroprussidnatrium und Alkali ; Rotfirbung, die durch Zusatz von 
Sauren verschwindet und durch Alkali wieder zum Vorschein kommt. 

2.) Mit Isatin und Schwefelsiure ; rote Farbung. | rors 

3.) Mit Ammoniak und verdiinntem Eisenchlorid ; rotbraune Farbung. 

4.) Mit wiisserige Quecksilbercyanidlésung ; weisse Fallung. 

5.) Mit Alkali und Bleiacetat ; gelber Niederschlag. 

6.) Mit Quecksilberchlorid ; weiss: Fillang. 

Alle diese Reaktionen siad charakteristisch fiir Mercaptan. Zur Analyse wurde 
die Substanz in Vacuo bei 80° getrocknet. 


Analyse dieser Substanz (mit Bleichromat verbrannt. ) 


Substanz(g.) CO.(g.) H,Og.) CC %) H(%) 
0.2476 0.0781 0.0480 8.60 2.17 
Quecksilberbestimmung. 
Substanz(g.) HgXg.) He(%) 
0.1358 0.1105 70.16 


Zor Quecksilberbestimmung wurde die Substanz mit konz. Salzsiure zerlegt 
und mit Schwefelwasserstoff behandelt und das Quecksilber als HgS gewogen. (Ad. 
Schenck u. A. Michaelis.- Ber. 21 1501 1888). 


Vergleich obiger Analysen zahlen. 
mit dem Procentgehalt einiger Quecksilbermercaptane. 


CC %) HC%) Hg %) 
Gefunden 8.60 2.17 70.16 
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Berechnet f. (CH,S),Hg 8.15 2.05 68.05 
(C,H,S).He 14.88 3.12 62.14 
(C,H,S) Hg 20.53 4.02 57.17 


Also stimmt die Analysenzah] mit der des Quecksilbermethylmercaptans tibereia. 

* Das Vorkommen von Methylmercaptan in frischer Raphanuswurzel ist hier nit 
sicher festgestellt. Ob ein Teil desselben wihrend der Destillation aus labiler Mutter- 
eubstanz gebildet wird, bleibt noch 2u entscheiden. Es ist aber kaum zu bezweifeln, 
dass ein grosser Teil desselben in freiem zustande vorkommt. Aus 40 Kilo friscl.cr 
Wurzeln wurden 3g. Rohquecksilberverbindungen und hieraus 1g. reines Quecksii- 


bermethylmercaptan isoliert. Auf freies Mercaptan berechnet, entspriiche es 0.32:. 


On the Buc& Wheat Protein (Fagopyrum esculentum 


Moench.) and its Nutritive Vatue. 


Minoru Hara. 


Cin the Labolatory of the Nutrition Institute, Tokyo, Japan.) 
(Received May 10th, 1924) 


The three different samples of carefully prepared Japanese buck wheat flour 


were analyzed into their general constituents as follows: 


Semple no. I 198 Iil 
HyOe-. eee Rogie Cae 11.965% 12.4329 12.6459 
Drymatter ++ -20s- se0 cee eee vee 88,035 87.568 87.355 
Drymatier% , 
Cr. protein(N X6.25) ++. «s+ ++ 13.606 13.337 14.250 
Protein (0% Jove ves ces ove 10,250 10.019 9.381 
Cree FAG Sear ieee: sees eae J eacees “wes 2964 2.889 2.986 
CP ash See AA 29876 2.278 2.623 
WN free extract +: +--+ se +++ + © 80.161 80.515 78.934 
Cr. fibres. ces see cee tee cee vee vee = 1,008 0.981 1.207 
Weal Ne eee... Seis. da deoary 2.134 2.280 
Alb, Noves ce ces cee ces eee cee ee 1640 1.603 1.549 
Wor alb. N--- ove cee eee vee eee eee 0.537 0.531 0.731 


In showing the characters of the buck wheat nitrogenous substances on the 
basis of solubility under different conditions, there are two processes; one is a fra- 


ctional extraction method of protein and the another an individual extraction method. 
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The procedure of the former is as follows :—- 20g. of the flour is extracted in 500c.c. 
aqueous solution .under agitation for 6 hours at room temperature and after being 
filtered, 300c.c. of water is added again to the residual, re;eating agitation and 
filtration, then all filtrates are made up to 1 L and estimated nitrogen content by 
Kjeldahl’s method; 10% saline solution is secondarily added to the previons residue 
and treated in the same manner as stated above, at last time 0.294 NaOH solution 


is pursued in the same way, nitrogeus estimated in each portion are as follows: 


Sample no. I Til 
Water soluble N -+- +++ e+ ces see tee eee + 80.75% 40.63% 
1026 NaCl soluble N--- -+- ++ vee ces eee ee 5.88 4.61 
0.2% NaOH soluble N --- ++) «+s s+ ++) ++ 46.40 ; 40.27 
N remained in residue +++ ++. +++ ++ ++ «++ 18.50 14.48 
Totals Nie <<idccsuarccussauisectnes esacuhe sok opens el 00/00 100.00 


The procedure of the latter cousists in extracting samples with aqueous solution, 
109 saline solution, 0.2% alkaline solution and 70% alcohol solution separately. 
Especially in the case of alcohol extraction, temperature is constantly kept at 60- 
70°C, filtration and estimation is carried out principally following the former 


process. The results of nitrogen determination is given as follows: 


Sample no. [ II TIT 
Water soluble N+. 0-. s+. e+ eee cee see eee 28.72% 21.27% » ~ 89.6323 
10% NaCl soluble N+ «+. ese see oe +++ 48.07 38.99 43.39 
0.2% NaOH soluble No ee) 2 oes 81.89 78.81 61.53 
70% alcohol soluble N +++ «+e e+ eee ss 501 2.52 2.72 
TotaleNicse ies ee et A OE er 100.00 100.00 100.00 


Above data show that alkaline solution could extract a main bulk of nitrogen 
from the flour but alcohol solution only a small quantity. 

Properties of the extractions : 

Solutions extracted by those solvents except alcohol give all protein colour rea- 
ctions and have more or less viscous character, particularly being conspicuous in the 
case of allcaline solution which could uot be easily filtered out in the clear state. 

From the water éxtraction the coagurable protein is separated by heating at 
60-70°C and adding dilute acetic acid and the protein thus obtained yielded as follows: 


Sample no. I 
Airdrymatter obtained from original flour 100g. «+. «++ «+ +++ 3.35g. 
N yielded FOrstotaleN ‘ofitlotiriie-- veomese eeenens neoleeeeecony ss 18.50% as drymatter 


N. content in, this)protein, -sn.s s+, <salfa<cBian oaghene chee “tp eg, 18,05 ON mee 
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From the extraction of saline solution, globuline is separated by ordinary 


mefhod of saturating with ammonium sulphate and is shown as follows: 


Sample no. [ 
Airdrymatter obtained from flour 100g. ++. e+ eee ve vee ee | 185g. 
N yielded for total N of flour ++ s++ e+e see tre see cee see ees 18.50% (Cdrymatter) 
WN content in globuline--. --- 2-0 se. cas cee cee soe cen cee vee one 15,509 € Md 


The aqueous alkali soluble protein is treated out of extraction obtaided by 
afore mentioned procedure as follows :— from extracted solution, protein substance is 
precipitated by adding acetic acid drop by drop as far as solution becomes faintly 
acid. This precipitate is filtered and redissolved in alkaline solution, and after 
repeating precipitation and filtration the precipitate is washed by water, alcohol a. 
ether, and dried. This crude protein is a dark brown substance and may be cons\- 
dered to contain glutelin chiefly and is to be albumin and globulin partly; bu. dus 
to the difficulties of purification of individual simple protein, it is not easy to ~2cide 
how much the latter two would or would not be actuslly involved in this sui suce. 


Cotents of water, ash and nitrogen and yield of this suhstance are as foll, 


Sample no. I iI UI 
BY sO eerie eae one oe oatnes cow Bre oSnitee 10, 7298 4.98% 11.5022 
N (drymatter)  --- --1 ss ore tee tee ee 14,874 15.820 13.481 
Aah Gen iaDy Aad con ccryebics Sake. 6074 0.84 1.08 
1d OO RE SR Ye = sed 
Tryptophane (separated) «0.4 ce i 
Airdrymatter obtained from flour 100g. _8.57g. 9.79g. 8.19g. 
N yielded for total N of flour--- --- -- 60% 70% 49% Cdryma..er) 


Nitrogen distribution of several groups of aminoacids is determined fro: this 
substance by Van Slyke’s method as follows: 


Sample no. I II 
drymatter(%) total N(%) drymatter(74) total NC) 
Total Nowe cee vee cee coe vee 20091 4,892 100.00 15.820 100.00 
20% HCl gol. N «+ +++ +++ ++ 14.352 93.37 14.958 94.55 
WW ingol, Noses vee os" 0.526 3.53 0.848 5.33 
Ramis No cc ~eiciiensy- sta. 1. O01 1.01 0.187 1.18 
Amide Nov -+s see eee ees s+ 1.679 11.28 1.167 7.38 
Phosphotungstates N --- --- --- 4.586 30.80 4.654 29.42 
Arginine Noose. +++ eee eee one 2.247 15.09 2.228 14.08 
Trysine Nos. -10 eee eee vee eee 0.732 4.92 0.830 5.26 


Histidine No +++ ++ +++ +++ «+ 1.416 9.51 1.371 8.67 
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Cystine Noo eee 0, 1.12 0:225: 1.42 
Amino No s.2 4-028 091.967 13.14 2.070 13.09 
Nomamino No +--+ s+ 5 ++ 2.629 17.66 2.584 16.33 
“Monoamino Ne. ess ees es + 7.986 53.29 8.950 56.58 


Investigation of nutritive’ Value of protein. 
For experiments aqueous alkali soluble protein is served as protein source, on 
account of its comparatively large yield, and casesn is used as contrast. 
Animals——Albino rat. 4 (3) and 4 CQ). 


Rations——Ratio of food mixtures as follows: 


Ration no. 1 2 3 4 
Protein--- <0: see sts wee eo --- 209% 1522 10% (mo: 3)+ (buck wheat flour) 
Butter --- -+- +++ ++ see ++ +) 14 14 14 
Starch +++ s+: -s5 ve ees ee ee 58 65 70 
Nelson’s saltmixture. --- --- 6 4 4 
Agger <-- ne nee ot son ere eas B 2 2 


N. B. Vitamin A, B and C are supplied from butter, oryzanin and cabbage with this ration. 
Periods ——From March 20 to Dec. 14.1924 (239 days totally). 


Summary oo 

1. Buck wheat flour contains a large portion of aqueous alkali soluble protein 
and small amount of coagurable protein and globulin, but none of alcohol soluble 
protein. All the extractive solution except that of alcohol show viscous character. 

2. Aqueous alkali soluble protein contains a large quantity of arginine and 
histidine. 

3. Inspite of the denatured protein the aqueous alkali soluble protein can be 
regarded, to be a fairly preferable nutritive material better than casein as vegetable 


protein. 
(Dec. 15, 1924.) 
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On Stereoisomerism of a—-Aminocamphor. 


By Yoshikazu SAHASHI. 
(Received May 15th, 1923) 
This paper deals with the results of the work that the author has made under 
the supervision of Dr, I, Odaira at the Mitsuwa Chemical Intitute, Tokyo. 


In 1905, J. Bredt gave the following stereoconfigurations for Japan camphor, 
and also explained many kinds of the derivatives by means of the formulae. 


H H 
7 N 
ate : = 

—~—~c-l : , eal 

d-camphor a . , ~ CH; I-camphor 
ie ete itces 
ee / [=.= 
K—~« H H py 
C 3 ra) 6) CH, 


According to his formulae, both d— and I-camphors will give two kinds (endo 
and exo) of a-amino derivatives, respectively ; but it#seems that no stereochemical 
investigation on primary a-aminocamphors has been attempted. A few years ago, 
Dr. Odasira proved that Dr. Duden’s a- and f-aminoborneols were trans— and cisiso- 
mers, respectively, for the benzoyl radical of N-benzoyl S-aminoborneol was able to 
be transformed to the hydroxyl group in acid solution. However, he did not decide 
the absolute position of bo!h amino- and hydroxyl-groups in the camphor formula. 
Consequently, the author thought that the stereochemical investigations of a—amino- 
camphors would be very desirable for the purpose of the explaination of this problem. 

In 1893, L. Claisen synthesized an a-aminocamphor from isonitrosocamphor ; 
and in 1880, Robert Schiff prepared an a-camphor from a’—nitrocamphor ; but the 
further investigations on the stereochemical purification and identification had rema- 
ined untouched until the author has investigated them by preparing these substances 
by Claisen’s and Schiff’s methods and showed that the two compounds were the 
same one by the melting point and specific rotation of N—benzoylaminocamphor, but 
even could not succeed in the isolation of the two stereochemical isomers of this 
substance in pure state. Moreover, the author prepared the hydrochloride, sulphate, 


picrate and also N-benzoylamino derivatives of a—-aminocamphor from isonitrosocam- 


Mi . 
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phor or a—brom a’-nitrocamphor by means of different reducing agents such as acctic 
acid and zink dust, alkali and zink dust, sodium amaleam &c. according to different 
conditions; and thus the pure substances obtained gave the evidence of constant 
melting point andispecific rotation. 

Though the: author could not succeed in the separation of the two stereoisomers, 
he has concludéd|-that' the relation between a- and a’- (endo— and exo—) aminocam- 
’ phors will’ probably due to the analogous propertics exhibited between a— and 


e’'—bromocamphors,. between: c— and a@/-chlorocamphors, or between a— and #-glucoses. 


apne yy 
> 


